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In order to activate dental implant surface for osseointegration, one of growth factor - recombinant human bone mor-
phogenetic protein-2(rhBMP-2) coating on surface modified titanium with sodium hydroxide was designed. The phys-
ico-chemical properties of surface modified titanium and the rhBMP-2 eluting characteristic of the modified titanium
were evaluated. The longer sodium hydroxide exposition time, the less eluting of rhBMP-2 on sodium hydroxide
treated titanium was observed.
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1. 서 론
과용 임플란트 연구의 역사는 근현대적 연구만으로도
200 여년가량 되며, 원시적 접근까지 포함하게 되면
1000 여 년에 이르는 매우 긴 역사를 갖고 있다. 여느 생체
재료 연구와 마찬가지로 임플란트의 연구는 기능적 요구 만족,
부작용 개선, 기계적 성능 개선, 정상 기능 기간 단축 등을
위한 연구/개발의 과정을 거치고 있다. 20세기 중·후반의 ‘티
타늄에 대한 골유착성 및 우수한 생체 친화성’의 발견은 치과
임플란트 대중화의 밑거름이 되었으며, 1980 년대 이래로 많
은 연구는 임플란트와 골조직 간의 유착력 강화(기계적 성능
개선 - 물리적 표면 개질)와 빠른 골유착 및 조직 회복(정상
기능 시기의 단축 - 화학적 표면 개질 및 생화학적 표면 개질)
을 위한 표면 연구가 활발하게 진행되고 있다.1)
치과용 임플란트의 표면에 관한 연구는 크게 세 가지 방향
으로 나뉜다. 강한 골유착(osseointegration)을 일으키기 위한
연구와 빠른 골전도(osseoconduction)에 관한 연구 그리고 줄
기세포의 조골세포로의 분화를 촉진하는 골유도(osseoinduction)
가 그것이다. 
강한 골유착을 유도하기 위한 표면에 관한 연구는 그 목적
을 임플란트와 골 간의 접촉 면적을 넓힘으로써 마찰력을 증
가시켜 골유착 특성을 향상시키는 데에 두고 있으며, 1.5 내지
2.0 µm 가량의 표면 조도가 가장 바람직한 것으로 알려져 있으
며, 블래스팅과 산에 의한 표면 개질 공정(sand-blasted large-
grid material; SLA)과 용해성 입자를 사용한 블래스팅에 의한
표면 개질 공정(resorbable blasted media; RBM)이 임상적으
로 널리 사용되고 있다.1-3)
SLA, RBM, 등에 의해 만들어진 표면으로도 충분한 골유착
특성이 확보되지만, 임상적으로는 악골(jaw bone)이 가늘거나
환자의 나이가 많아 골조직 재생에 시간이 많이 걸리는 케이
스 등에 대한 대응을 위하여 보다 빠른 골유착 및 조직 회복
을 위한 연구가 진행되었으며, 이것은 앞서 언급된 골전도와
골유도를 촉진하는 방법에 관한 연구로 이어진다. 특히 골전도
에 관한 연구는 임플란트의 표면을 골의 화학적 특성을 모방
하는 것으로 시도되었다.1,4-6)
골조직에 생체 재료가 삽입되면 해면골에 존재하는 혈액과 직
접적으로 접촉하게 된다. 특히 악골에는 조골세포가 풍부하게
존재하는데, 이러한 조골세포의 삽입된 생체 재료 표면으로의*책임연락저자: swshin@korea.ac.kr 
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이동→접촉→증식→골 무기질 분비→골조직 형성과 같은
일련의 프로세스에 의하여 골유착이 일어나는 것을 ‘골전도’라
한다. 골전도를 촉진하기 위하여 시도된 생체 모방은 수산화
아파타이트를 임플란트의 표면에 코팅하는 것으로, 1980, 90
년대에 매우 발달한 반도체 공정의 다양한 종류의 진공 증착
법이 시도되었다. 많은 문헌 보고에 의하면 수산화 아파타이트
를 원재료로 하여 티타늄에 코팅하고, 그것에 대한 세포 실험
및 동물 실험 등의 결과, 유의할 만큼 향상되었다는 보고가 있
으나, 아직 임상에 이르기까지 적용되지는 못하고 있다.4-6)
20세기 후반의 분자 세포학, 등 세포 생물학의 발전은 치과
용 임플란트의 골전도 촉진과 골유도 촉진을 위한 연구에 적
용되기에 이르렀다. 분자 세포학의 발전에 힘입은 골전도 촉진
은 세포 접착성 물질을 임플란트의 표면에 화학적으로 코팅함
으로써 조골세포의 부착 확률을 높임으로써 이후의 프로세스를
원활히 하는 데에 있다. 이에 대한 대표적인 후보 물질은
RGD sequence를 포함하는 펩타이드이다.1,7-10)
한편, 성장 인자는 줄기세포를 조골세포로 분화시키는 데에
큰 역할을 할 뿐만 아니라 세포의 증식과 분화, 등에 큰 영향
을 미치는 것으로 알려져 있다.11-13) 문헌연구에 의하면
PDGF14,15) (platelet-derived growth factor), TGF-β116,17) (trans-
forming growth factor-β1), IGF (insulin growth factor), BMP18-22)
(bone morphogenetic proteins), 등과 같은 성장인자가 골조
직의 재생을 촉진하는 것으로 보고되고 있으며 대표적으로 알
려진 것이 BMP-2, BMP-7과 TGF-β1이다. 이들을 임플란트의
표면에 고정되어 식립되는 경우 골수에 존재하는 줄기세포의
분화를 촉진함으로써 골조직 재생의 시간을 단축시키게 될 것
으로 예측1)된 바가 있으나, 성장인자의 사용에 가장 큰 어려움
은 성장인자의 활성을 유지한 상태로 임플란트의 표면에 고정
되어 환부에 전달해야 한다는 것과, 성장인자와 임플란트 간의
결합이 조절되어 성장인자의 방출 패턴이 적절해야 한다는 것
이 관련 연구의 큰 걸림돌이다. 
TGF super family에 속하는 BMP-2를 동물의 근육에 이식하
면 새로운 골이 형성되는 것으로 보아 BMP-2를 적절히 전달
한다면 임상에 활용할 가능성이 많아 보이며, 이에 본 연구에
서는 앞서 서술한 분석연구를 바탕으로 stem cell의 osteoblast
로의 분화를 잘 일으키는 것으로 알려진 BMP-2를 치과용 임
플란트의 골유착능/골전도능 향상을 위한 생체 활성 생화학 물
질 코팅의 대상으로 채택하였다. 
채택된 BMP-2를 1차 결합(공유결합, 이온결합, 금속결합, 등)
이 아닌 2차 결합(van der Walls force, hydrogen bonding,
등)을 이용하여 BMP-2를 코팅하는 방법을 연구하였다. 1차 결
합이 코팅 방법에 관한 고찰의 대상에서 벗어나 있는 이유는, 1
차 결합을 하게 되면 코팅된 생체 활성 물질이 티타늄 표면으
로부터 골조직으로 방출될 수 없기 때문에 유효 생체 활성 물
질이 없는 것과 다름이 없기 때문이다. 
현재까지 알려진 바에 의하면 치과용 임플란트, 스캐폴드 등
에 대한 BMP의 코팅은 준비된 임플란트에 특별한 표면처리를
하지 않은 채 BMP 함유 액적을 떨어뜨리거나, BMP 함유 용액
에 침적 후 건조시킴으로써 BMP를 함유한 임플란트, 스캐폴
드 등을 구현하였다.23,24) 본 연구에서는 2차 결합의 여러 메커
니즘 가운데에서 수소결합을 활용하고자 하였다. 이는 BMP 등
과 같은 단백질의 주요 구성 인자에 −OH, −NH2, −COOH,
등과 같이 수소 결합에 참여할 수 있는 여러 극성 작용기가 존
재하기 때문에 임플란트 등의 표면에 이에 관련된 작용기를 코
팅하여 수소 결합을 이용하고자 하는 것이다. 
티타늄의 표면이 수소 결합에 참여함에 가장 손쉽게 접근할
수 있는 방법은 티타늄의 표면을 수화(hydrolysis)하는 것이다.
티타늄의 수화에 대해서는 표면을 수화시킴으로써 유사체액
(simulated body fluid)에서 표면에 골 무기질을 원활하게 석출
시킬 수 있으며, 이러한 표면이 임플란트 표면 개질에 활용될
수 있다는 연구가 보고된 바 있다. 이러한 ‘수화’의 방법에는
수산화나트륨 수용액에 티타늄을 침적하고 적절한 열처리를 함
으로써 획득할 수 있다고 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 동
일한 방법으로 티타늄의 표면을 수화하여 화학적으로 칼슘포스
페이트의 석출이 잘 일어나는 표면을 획득할 수 있을 뿐만 아
니라, 동시에 성장인자와의 수소결합을 이용한 성장인자의 코
팅을 함께 얻고자 하였다. 
재료 및 방법
시편 준비
순수티타늄 (CP3, S-Tech co. Taiwan)을 지름 8 mm, 두께 2
mm의 디스크로 준비하였다. 준비된 티타늄 디스크를 아세톤
(HPLC solvent, J, T, Baker, U.S.A), 메틸알코올 (Anhydrous
Reagent, J. T. Baker, U.S.A), 2차 증류수 (HPLC Grade, 덕산
화학, Korea)에 각각 10 분씩 담가 초음파 세척 후 N2로 분사
건조하였다. 티타늄 디스크를 정해진 시간동안 600oC로 유지된
5 M NaOH (Regent grade 98%, Aldrich co.) 수용액에 침
적하였다. 처리된 티타늄 디스크는 2차 증류수에서 충분히 세
척한 뒤 N2를 분사해 건조하였다. 수산화나트륨 처리된 티타늄
디스크를 관상로 에서 600oC로 1 시간동안 대기에서 열처리
한 뒤, 서냉 하였다. 코웰메디(Cowell medi; 부산, 한국)에서
생산하여 제공된 rhBMP-2를 1.5 µg/ µL로 희석하여 디스크당
90 µg을 3회에 나누어 점적 및 건조하였다. 
재료분석 방법
표면 거칠기(Roughness)
수산화나트륨 처리된 시편의 표면 거칠기를 표면조도계 TR-
240(Time co., China)로 n = 5로 측정하였다.
표면 형상(SEM)
표면 처리된 티타늄 디스크의 표면 형상을 SEM (Hitachi S-
4700 SEM, Japan)으로 관찰하였다. rhBMP-2로 코팅하지 않은
시편은 준비된 그대로, rhBMP-2로 코팅된 시편은 Pt로 얇게
코팅하여 관찰하였다.
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친수성 평가(Contact angle)
수산화나트륨 처리된 시편의 친수성(접촉각)을 Phoenix 300
(SED, Korea)로 n = 5로 측정하였다.
표면 화학 특성(FTIR-ATR)
수산화나트륨 처리된 시편에 형성된 hydroxyl group의 특성
을 평가하기 위해 FT-IR (Bruker IFS-66 flexy S, Germany)에
ATR (Attenuated Total Rreflectance) mode로 분석하였다.
rhBMP-2의 용출 특성 평가
넓은 표면적에서의 용출 특성을 평가함으로써 분석의 오류를
줄이기 위하여 서울티타늄에서 구입한 두께 0.4 mm의 티타늄
판재를 지름 13.5 mm로 재단하여 앞의 방법과 동일한 방법으
로 세척, 알칼리 처리 및 rhBMP-2 코팅을 실시하였다.
rhBMP-2가 코팅된 시편을 well plate에 넣고 증류수 0.2 mL를
첨가하여 1분간 rhBMP-2를 방출시킨 뒤 새로운 well plate로
옮겨 다시 증류수 0.2 mL를 첨가하여 30분간 rhBMP-2를 방
출시킨 뒤 새로운 well plate로 옮겨 증류수 0.2 mL를 첨가하
여 60분간 방출시킨 뒤 새로운 well plate로 옮겨 5분간 초
음파 처리를 실시하였다. 용출량이 많을 것으로 예상되는 1분
용출 및 초음파 처리 후의 용출 특성은 Bradford법으로
Protrein Assay kit (Bio-rad 미국)를 이용하여, 용출량이 미량일
것으로 예상되는 30분 및 60분 용출은 SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)법으로 전
기영동한 후 gel을 Silver Stain Kit (Bio-Rad, 미국)를 이용하
여 silver staining법으로 분석하였다. 
결과 및 고찰
표면 거칠기(Roughness)
수산화나트륨 처리 시간에 따른 표면의 거칠기 변화를 관찰
하기 위하여 표면 조도계로 시편의 거칠기를 측정하여 물리적
으로 거친 표면이 형성되었는지를 확인하였으며 그 결과를
Figure 1에 나타내었다. 수산화나트륨 처리 시간이 3 시간에서
6 시간으로 증가함에 따라 표면 거칠기가 감소되었으며, 6 시
간에서 24 시간으로 수산화나트륨 처리 시간이 증가함에 따라
표면 거칠기가 증가 되는 현상이 관찰되었다. 초기의 표면 거
칠기 감소는 기계적 절삭에 의해 형성된 거친 표면이 에칭에
의해서 완만해졌기 때문으로 판단되며, 6 시간 이후 침적 시간
의 증가에 따라 표면 거칠기가 다시 증가되는 것은 시편 표면
에 새로이 형성된 표면의 변화로 인한 것으로 판단된다.
표면 형상(SEM)
앞서 표면 거칠기 분석 결과로부터 예상되었던, 수산화나트
륨 수용액 침적 시간에 따른 표면의 형상 변화를 확인하기 위
하여, 시편의 표면을 SEM으로 관찰하였다. 티타늄 디스크의 가
공에 의해 형성된 환형의 절삭면이 저배율(1,000배)에서 용이하
게 관찰되었고(Figure 2), 표면 처리 시간의 증가에 따라 환형의
절삭면은 완만해지는 것이 관찰되었다(Figure 3, 4, 5). 이는
수산화나트륨 수용액에 의한 에칭에 기인한 것으로 판단된다. 
수산화나트륨 수용액에 의한 3 시간의 짧은 시간 동안의 표
면 처리만으로도 시편의 표면에 매우 독특한 망상 구조가 형
성되었다(Figure 3). 이와 같은 특유의 망상구조는 처리 시간의
경과에 따라 그 폭과 깊이가 성장하는 것이 관찰되었다(Figure
4, 5). 수산화나트륨 수용액에 의하여 발생하는 독특한 망상 구
조는 표면적을 넓힘으로써 rhBMP-2와 같은 단백질, 등의 코팅
시 코팅되는 양을 급격하게 늘릴 수 있는 장점을 지닐 것으로
추정할 수 있었다. 
친수성 평가
수산화나트륨 수용액으로 처리된 티타늄 표면의 친수성 평가
를 위하여 접촉각을 측정하였다. 표면 처리되지 않은 티타늄의
표면에 대한 D.I. water의 접촉각은 평균 760였으며 수산화나
트륨에 침적하지 않고 열처리(600oC, 1 시간)한 경우 접촉각은
Figure 1. Surface roughness of NaOH treated titanium surfaces.
Figure 2. SEM photographs of the surface of the machined titanium
disk. Magnification: a) 1,000; b) 3,000; c) 10,000; d) 30,000.
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평균 470로 낮아졌다. 수산화나트륨으로 처리한 경우 3 시간
침적만으로도 접촉각을 측정할 수 없을 만큼 친수성의 표면이
형성되었다. 이는 문헌에 보고된 바와 같이 표면에 풍부한 수
산화기가 형성(수화)되었기 때문에 기인한 것으로 사료된다. 
표면 화학 특성 (FT-IR)
수산화나트륨으로 처리 된 티타늄의 금속 표면의 수화 정도를
평가 하고자 표면 화학특성을 FT-IR을 이용하여 분석하였다. 티
타늄 시편은 적외선이 투과하지 못하기 때문에 ATR (Attanuate
Transmitance Reflectance) mode로 시편 표면에 IR beam을
반사시켜 분석하였다(Figure 7). 
수산화나트륨 수용액으로 처리되지 않은 시편을 reference
시편으로 삼아 관찰하였을 때, 수산화나트륨에 의해 형성된 수
산화기와 관련된 peak은 1500 cm−1에서 3500 cm−1에 이르는
매우 넓은 영역에서의 강한 흡수 밴드로 관찰되었다. 넓은 영
역에서 강하게 나타고 있는 흡수 밴드는 수산화나트륨 처리 시
간의 증가에 따라 그 흡수도가 크게 증가하였다. 이는 처리 시
간의 증가에 의존하여 많은 수산화기가 티타늄의 표면에 형성
되었음을 의미한다. 한편, 표면 처리 시간의 증가에 따라 수산
Figure 3. SEM photographs of the surface of the NaOH treated tita-
nium surfaces subjected to heat treatments at 3 hr. Magnification: a)
1,000; b) 3,000 c) 10,000; d) 30,000.
Figure 4. SEM photographs of the surface of the NaOH ttreated tita-
nium surfaces subjected to heat treatments at 6 hr. Magnification: a)
1,000; b) 3,000 c) 10,000; d) 30,000.
Figure 6. Contact angle of the surface of the NaOH treated titanium
surfaces. a) machined surface; b) annealing only; c) 3 hr sodium
hydroxide solution treated then annealed; d) 6 hr sodium hydroxide
solution treated then annealed; e) 24 hr sodium hydroxide solution
treated then annealed. 
Figure 5. SEM photographs of the surface of the NaOH treated tita-
nium surfaces subjected to heat treatments at 24 hr. Magnification: a)
1,000; b) 3,000 c) 10,000; d) 30,000.
Figure 7. FT-IR (ATR) of the surface of the NaOH treated titanium sur-
faces, in comparison with that of Ti metal before treatment.
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화기에 의한 밴드의 최고점이 high wave length 방향으로의
peak shift가 관찰되었다. 이는 표면에 형성된 수산화기의 증가
에 따라, 주변 구조에 덜 구속된 수산화기(자유 수산화기)가 증
가하고 있음을 의미한다. 따라서 수산화나트륨에 의한 표면 처
리 시간의 증가는 티타늄 표면의 수화된 정도를 높이는 것으로
판단된다.
표면에 흡착된 단백질의 용출 특성 평가
수산화나트륨 수용액으로 표면이 개질된 티타늄에 흡착된 단
백질의 용출 특성을 일정 시간 동안 증류수에 노출시키어 증류
수에 용출된 단백질의 양을 분석하였으며, 30분 및 60분 간
용출 특성을 분석하였을 때, silver staining 법으로도 단백질의
용출이 검출되지 않아, 수산화나트륨으로 인해 개질된 표면구
조가 나노구조여서 정치된 조건에서 기포 등의 원인으로 용출
이 되지 않을 수도 있다고 사려되어 강제로 용출시킬 수 있도
록 초음파 처리를 하였다. 초음파 처리를 하여 초음파에 노출
하여 용출되는 단백질의 양을 분석하였다(Figure 8). 
무처리군의 경우 증류수에 침적 1분 만으로도 초기 도입량
의 대부분인 98.55%의 단백질이 급격하게 용출되었다. 이후
30분간의 침적에서는 1.45% 만이 관찰되었다. 수산화나트륨 수
용액에 의한 초기 변화를 확인하기 위하여 짧은 시간으로 표
면처리한 - 1시간 처리 군은 침적 1분에서 단백질의 용출량이
33.40%로, 무처리군에 비하여 약 1/3 가량으로 현저히 늦추어
진 단백질 용출 현상이 관찰되었으며, 수산화나트륨 수용액 처
리시간이 6시간 처리, 24시간 처리로 증가 시 25.5%, 23.96%
로 용출량이 감소하는 것이 관찰되었다. 또한 수산화나트륨 수
용액 처리 시간 증가에 따른 용출량 감소폭은 차츰 줄어드는
현상이 관찰되었으며, 1분 용출의 초기 용출 이후에는 수산화
나트륨 수용액 처리가 된 세 군 모두 이후의 용출 시간 부여
에도 불구하고 단백질 용출이 검출 한계 이하였다. 
수산화나트륨 처리군의 단백질 용출량이 일반적인 용출 평가
시, 무처리군에 비하여 1/4 내지 1/3 정도로 밖에 단백질 용
출이 이루어지지 않은 것에 대하여 앞서 FT-IR 분석에서 살펴
볼 수 있었던 것처럼, 수산화나트륨 처리에 의하여 현저하게 증
가된 수산화기와 단백질 간의 강한 수소 결합 및 독특한 미세
구조로 인한 표면적 증가에 기인하여 단백질이 빠져 나오지 못
할 가능성을 고려할 필요가 있었다. 이에 60분간의 용출 실험
이 끝난 시편을 1회 5분씩 초음파로 강한 진동을 총 90분간
인가하여 용출된 단백질의 용출량을 분석하였다(Figure 8). 
단순 기계 절삭면을 지닌 무처리군의 경우 초기에 모두 용
출하였기 때문에 90분의 초음파 처리를 하여도 더 이상의 용
출은 관찰되지 않았다. 그러나 앞서 예상했던 바와 같이 수산
화나트륨 처리군에서는 단백질 용출이 검출되었다. 수산화나트
륨 수용액으로 1시간 처리된 표면에서는 6.80%의 용출 패턴을
보였으며, 6시간 처리된 표면에서는 12.86% 그리고 24시간
처리된 표면에서는 13.84%의 지연된 단백질 용출 특성이 나타
났으며, 용출된 단백질의 총량은 1, 6, 24시간 표면처리에 따
라 40.21%, 38.35%, 37.80%로 수산화나트률 표면처리시간의
증가에 따라 용출 총량의 감소 경향이 확인되었다. 총 90분간
의 초음파 인가에도 불구하고 검출되지 않은 60% 안팎의 단
백질은 표면에 강하게 결합되어있어 이번 용출 평가 방법에서
검출되지 않은 것으로 예상된다. 
단백질 코팅된 시편의 표면 형상
단백질(rhBMP-2)을 알칼리처리 및 열처리 된 시편에 떨어뜨
려 시편 표면에 잘 부착되어 있는지 여부를 확인하고자 표면
형상을 관찰하였다. 매우 발달된 sub-µm level의 미세한 망상
구조와 수-µm 이상의 crevice가 관찰된, 수산화나트륨 수용액으
로 24시간 표면 처리된 시편에 rhBMP-2를 코팅하였다(Fig 9).
이와 같은 표면에 결합된 rhBMP-2는 관찰된 미세한 망상구조
의 표면에 매우 잘 결합하고 있을 뿐만 아니라, 발달된 crevice
Figure 8. Relative eleted rhBMP-2 on the surface of the NaOH
treated titanium surfaces.
Figure 9. SEM photographs of the rhBMP-2 coated surface on NaOH
treated surface for 24 hrs. Magnification: a) 1000; b) 3000 c) 10,000;
d) 30,000.
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의 내부로 침투하여 잘 결합된 것도 함께 관찰되었다. 이는 수
산화나트륨 처리에 의하여 물리적으로 거친 표면, 화학적으로
는 수화된 표면이 기대하였던 역할을 충분히 수행했기 때문으
로 판단된다. 
결 론
줄기 세포의 조골로의 분화를 잘 일으키는 것으로 알려진
rhBMP-2의 코팅을 위하여 티타늄 디스크를 수산화나트륨으로
표면 처리 하였다. 이러한 처리로 확인된 표면의 변화는 수산
화나트륨으로 에칭되어 생기는 거친 표면에 의한 단백질의 기
계적 결합력 향상과 수화된 표면에 의한 수소결합에 기인한 단
백질의 화학적 결합력 향상이다. 
티타늄을 수산화나트륨 수용액으로 표면 처리한 시편은 매우
독특한 표면 형상을 지니며 물리적으로 거친 표면, 화학적으로
수화된 표면 구조를 갖춤으로써 알칼리 처리된 티타늄에
rhBMP-2를 코팅하였을 때 코팅된 단백질이 매우 친화적이어서
용출 특성이 지연되는 것을 확인할 수 있었다. 
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